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Protocol 

Cat. No. K1021 

 

Mouse iPSC Chemical Reprogramming Cocktails Kit plus 

   产品描述 

“VC6TF + EPZ004777 + AM580”、“VC6TFZ + AM580 + SGC0946 + 5-aza-dC”和“N2B27-2i + LIF”是三种

新颖的小分子 Cocktails，可增强新近鉴定的胚外内胚层(XEN)样细胞（即体细胞向胚胎干细胞转化的过渡态细胞）

的化学重编程效率[1]。 

多能干细胞是一种能自我复制的细胞，可由体细胞通过核移植到卵母细胞、转基因递送或用化合物处理从诱导产生，

然后分化成三个初级胚层[1]。 

化学重编程过程包含三个必不可少的阶段。第一阶段中，RA 激动剂 AM580 (A) 和 DOT1L 抑制剂 EPZ004777 (E)

将 XEN-like colonies 的形成提高了 2-3 倍。由七个小分子组成的 Cocktails（VC6TFAE：VPA、CHIR99021、616452、

tranylcypromine、forskolin、AM580 和 EPZ004777）中，XEN-like colonies 的数量增加了 5 倍以上。第二阶段中，

使用另一种 DOT1L 抑制剂 SGC0946 (S)代替 EPZ004777，可将重编程效率进一步提高多达 5 倍，尤其是在使用

优化的 2i-medium（N2B27-2iL medium）时。此外，仅第二阶段补充 5-aza-Dc (D)时，第三阶段才会生成 CiPSC

（化学诱导的多能细胞）菌落。在第二阶段使用小分子 Cocktails VC6TFAZDS，持续 12 天，在化学重编程的最后

阶段，从 50,000 个 re-plated cells 中可诱导 100 - 600 的 CiPSC colonies 
[1]。 

经检测的六个CiPSC colonies在注入SCID小鼠后均可形成畸胎瘤，并在胚泡注射后可产生嵌合小鼠。四个CiPSC 

colonies显示出在嵌合小鼠中的种系整合潜力，并且从嵌合小鼠获得了种系传播后代[1]。 
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   产品组分及储存条件 

该试剂盒包含 Chemical Reprogramming Cocktail 和 Dual Inhibition (2i) Medium Additive，具体组分如下表所示： 

Chemical Reprogramming Cocktail 1/2  

Cat No Compound Name Target Cocktail 1 Cocktail 2 
Size (for 100 ml 

medium) 
Size (for 500 ml 

medium) 

A4099 
Valproic acid sodium salt 
(Sodium valproate) 

HDAC 
inhibitor 

0.5 mM 0.5 mM 10 mg 50 mg 

A3011 CHIR-99021 (CT99021) 
GSK-3 
inhibitor 

20 μM 10 μM 1 mg 5 mg 

A3754 RepSox (616452) 
ALK5 
inhibitor 

10 μM 10 μM 1 mg 2 mg 

B7514 
Tranylcypromine 
hydrochloride 

LSD1/MAO 
inhibitor 

5 μM 5 μM 1 mg 1 mg 

B1421 Forskolin 
Adenylate 
cyclase 
activator 

50 μM 10 μM 2.5 mg 12.5 mg 

B4654 AM580 RARα agonist 0.05 μM 0.05 μM 1 mg 1 mg 

A4170 EPZ004777 
DOT1L 
inhibitor 

5 μM N/A 1 mg 2 mg 

A8182 3-Deazaneplanocin A 
SAH and 
ENZ2 inhibitor 

N/A 0.05 μM 1 mg 1 mg 

A1906 
Decitabine (NSC127716, 
5AZA-CdR) 

Cellular 
differentiation 
inducer 

N/A 0.5 μM 1 mg 1 mg 

A4167 SGC 0946 
DOT1L 
inhibitor 

N/A 5 μM 1 mg 2 mg 

Dual Inhibition (2i) Medium Additive  

Cat No Compound Name Target Final Concentration Size (for 500 ml medium) 

A3011 CHIR-99021 (CT99021) GSK-3 inhibitor 3 μM 1 mg 

A3013 PD0325901 MEK inhibitor 1 μM 1 mg 

–20C 保存，蓝冰运输。 

   试验操作 
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阶段 时间 操作过程 

Plate Day -1 

MEF 细胞接种：将 MEF 以 10 cm 培养皿 300,000 个细胞或 6 孔板每孔 50,000 个细胞的数量进行接

种。 

Stage 1 Day 0 
将培养液更改为第一阶段培养基（包含 100 ng/ml bFGF, 0.5 mM VPA, 20 μM CHIR99021, 10 μM 

616452, 5 μM tranylcypromine, 50 μM forskolin, 0.05 μM AM580 和 5 μM EPZ004777）。 

Re-plate Day 12-16 

在第 12 天，用胰酶消化细胞，收获重悬细胞，以 50,000-200,000 个细胞/孔重新铺板于 6 孔板

（1:10-15）。第 12-16 天期间，bFGF、CHIR 和 forskolin 的浓度分别降低至 25 ng/ ml、10 μM 和 10 

μM。 

Stage 2 Day 16 

形成 XEN-like epithelial colonies 并将培养液更改为第二阶段培养基（包含 25 ng/ml bFGF,    0.5 

mM VPA, 10 μM CHIR99021, 10 μM 616452, 5 μM tranylcypromine, 10 μM forskolin,    0.05 μM 

AM580, 0.05 μM DZNep, 0.5 μM 5-aza-dC 和 5 μM SGC0946）。 

Stage 3 Day 28 
将培养液转移至第三阶段培养基中（具有 3 μM CHIR99021, 1 μM PD0325901 和 1000 U/ml LIF 的

N2B27-2iL 培养基）。 

Pick up Day 36-40 
8-12 天后，2i-competent, ESC-like, and GFP-positive CiPSC colonies 出现（如果使用    

pOct4-GFP 报告基因），然后进行扩增和鉴定。 
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